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論文内容の要旨
【目的】
遺伝子不安定性は大きくマイクロサテライト不安定性と染色体不安定性のふたつに分けられ、癌細胞最大の特徴とさ
れている o また、本不安定性による遺伝子異常の蓄積が発癌に関与している可能性が示唆されているo そこで、ヒト
肝細胞癌におけるマイクロサテライト不安定性と染色体不安定性の頻度を調べ肝発癌への関与を検討した。
【方法ならびに成績】
1.マイクロサテライト不安定性 (MI)の検討
ヒト肝細胞癌における MI の関与を明らかにするため、 informed concent の得られたヒト肝細胞癌臨床症例50例
を用いて10箇所のマイクロサテライトマーカーの slippage error を PCR にて検討した。検討した50例中 2 例 (4 %) 
にのみ slippage error が認められ、さらに発癌に関わると考えられている TGFβRll 、 M6P/IGFllR、 hMSH3、 h
MSH6、 BAX 遺伝子の coding region 中の slippage error を検討したが、異常は認められなかった。
以上より肝発癌で‘はマイクロサテライト不安定性の関与は少ないと考えられた。
2. 染色体不安定性 (CI)の検討
ヒト肝細胞癌における CI の関与を明らかにするため、ヒト肝細胞癌細胞株 8 系と健常者リンパ球の染色体数の比
(DNA Index) を FACScan にて解析した。ヒト肝細胞癌細胞株の DNA Index は 8 系全てにおいて l 以外の値とな
り、全ての細胞株で aneuploidy が認められた。以上よりヒト肝細胞癌では CI が高率に認められ、発癌に関与して
いる可能性が示唆された。
3. 紡錘体形成チェックポイント機能の検討
上記にて CI が認められたヒト肝細胞癌細胞株 8 系において、 CI の原因として紡錘体形成チェックポイント機能異
常の関与を検討するため、これらの細胞株培養液中に微小管阻害剤を添加し、経時的にM期の細胞の割合 (Mitotic
Index) を算出した。ヒト肝細胞癌細胞株 8 系中、 3 系では紡錘体形成阻害に伴い、細胞がM期で停止し Mitotic Inｭ
dex の上昇が認められたが、 5 系 (62.5%) では Mitotic Index の上昇が認められず、紡錘体形成チェックポイント
異常が示唆された。
4. BUBl、 BUB3、 BUBRl、 MAD2B、 CDC20遺伝子の変異の検討
? ??
ヒト肝細胞癌症例50例および上記にて紡錘体形成チェックポイントに異常を認めたヒト肝細胞癌細胞株 5 系におい
て、紡錘体形成チェックポイントに関わると考えられている遺伝子、 BUB1、 BUB3、 BUBR1、 MAD2B、 CDC20の
変異を RT-PCR 法および direct sequence 法を用いて検討した。 BUB1遺伝子では臨床症例50例中 2 例にそれぞれ
codon 375、 codon 566に変異が認められたが、癌部、非癌部共に認められたため、 polymorphism と考えられた。
また BUBR1、 CDC20においても、それぞれ codon 3、 codon 349、 codon 388及び codon 101、 codon 117、 codon
144にて変異が認められたが、これらはすでに polymorphism として報告されたものであった。
以上より肝発癌には BUB1、 BUB3、 BUBR1、 MAD2B、 CDC20遺伝子の突然変異の関与は少ないと考えられた。
【総括】
ヒト肝細胞癌においてマイクロサテライト不安定性と染色体不安定性の頻度を調べたところ、マイクロサテライト
不安定性は低頻度であるのに対し、染色体不安定性は高頻度認められることが明らかとなった。また、紡錘体形成チェッ
クポイント機能の異常が高率に認められ、紡錘体形成チェックポイント機能の異常による染色体不安定性がヒト肝細
胞癌発癌に重要である可能性が示唆された。
論文審査の結果の要旨
本研究は、肝発癌における遺伝子不安定性の関与を明らかにするため、マイクロサテライト不安定性および染色体
不安定性について検討したものである。マイクロサテライト不安定性はヒト肝細胞癌の 4%にしか認められないのに
対し、染色体不安定性は高率に認められ、さらに染色体不安定性を示す癌細胞に紡錘体形成チェックポイント異常が
多く認められたことより、紡錘体形成チェックポイント異常によりもたらされた染色体不安定性が肝発癌に重要であ
る可能性が示唆された。
ヒト肝細胞癌はその大半が肝炎ウイルスによる慢性肝炎、肝硬変から発症することが知られているが、発病の分子
機構は未だ明らかにされていない。本研究は紡錘体形成チェヅクポイント異常が肝発癌に重要である可能性を示した
だけでなく、肝硬変のような高癌化状態からの発病制御という難閥解決に重要な情報を与えるものであり、学位に値
すると考えられた。
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